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論文内容要旨
 第1章序論
 生命の遺伝情報を担うデオキシリボ核酸(DNA)は,放射線や種々の化学種による修飾によ
 り,あるいは内在する因子により本来の正しい構造が損われる。この損傷DNAから傷害を除き,
 正しいDNAに修復する機能は,生命を維持するうえで重要である。この分野の研究は,バクテ
 リアを材料として急速に発展しており,現在主に光回復,除去修復及び複製後修復という3つの
 機構が考えられている。除去修復には,傷害をはじめにヌクレオチドあるいは塩基として除去す
 る2つの機構が考えられている。
 一方,真核生物での研究はきわめて立ち遅れていたが,1968年に紫外線過敏性な劣性遺伝病
 の色素性乾皮症(XP)は,除去修復能を欠損していると指摘されて以来,欠損原因について精
 力的に研究されている。しかし,酵素学的レベルでは明確な結論は得られていない。また.真核生
 物においては,DNAは核蛋白質と結合してクロマチンとして存在しているのに対し,従来の修
 復酵素の研究では,この点にほとんど考慮が払われていなかった。
 以上の観点から,L高等生物にDNAの傷害を塩基として除くDNAグリコシラーゼではじ
 まる除去修復があるのか,また,どのような異常塩基が除去されるのか,2.その異常塩基はク
 ロマチンDNA中にあるときも除去されるのか,3.除去修復能欠損のXP細胞の間に相違を見
 いだせないか,という3点に着目して以下の実験をした。
 第2章材料及び方法
 酵素研究の材料としては,健康人及びXP患者の末梢リンパ球をEpsteln-Barrウィルスでト
 ランスホームしたリンパ芽球様細胞を培養し,その細胞抽出液を用いた。
 損傷DNAとしては,チミン(Thy)の代りにウラシル(Ura)を含むPBS1ファージを
 〔3H〕デオキシウリジン(dUrd)でラベルしたDNA(Ura-DNA),及び〔14C〕メタンスル
 ホン酸メチルでメチル化したDNA(Me-DNA)を用いた。異常塩基を含むクロマチンDNA
 としては,上記の夫々のDNAと仔ウシ胸腺クロマチンから調製した核蛋白質を,塩濃度勾配透
 析法により再構成したクロマチンを用いた。
 酵素反応は,50mMEDTAを含む0.1Mトリス・塩酸緩衝液(pH7.5)中で,上記の基質DN
 Aに対し細胞抽出液を37度で一定時間作用させた。Ura-DNAを基質とする場合は酸可溶性の
 放射能から,Me-DNAの場合はDowexAG50Wカラムクロマトグラフィーで遊離した塩基を
 分離してその放射能から活性測定した。
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 第3章結果
 1.標識DNAをギ酸加水分解(176度,40分間)して,放射性ラベルの分布をDowexAG50W
 カラムクロマトグラフィーにより調べると,〔3H〕Ura-DNAではUra及びCytに夫々69.8箔
 及び28.5%,〔14C〕Me-DNAでは7一メチルグアニン(7MeGua),3一メチルアデニン(3
 MeAde)及び未知物質として,夫々80%,9,7%及び8.5彫の放射能を認めた。
 2,Ura-DNAにリンパ芽球様細胞の抽出液を作用させると,放射能の遊離は反応時間及び抽
 出液の量に依存し,煮沸抽出液では抑えられた。遊離した放射能はすべてUraであり,Cytは認め
 られなかった。また,〔3H〕デオキシチミジン(dThd)ラベルの正常のDNA,更にこれに
 紫外線照射してピリミジンダイマーを含むDNAを基質とした時,Thyやピリミジンダイマー
 の遊離は認められなかった。また,〔3H〕dUrd及び〔3H〕デオキシウリジンー51一一リン酸
 に細胞抽出液を作用させてもUraは遊離しなかった。
 3.同じ抽出液をMe-DNAに作用させ,3MeAde及び7MeGuaの遊離を検討すると,3MeAde
 は反応時間及び抽出液の量に依存して遊離し,煮沸抽出液では抑えられた。一方,多少遊離す
 る7MeGuaは抽出液の量に依存せず,煮沸によっても抑えられないことから非酵素的に生じ
 たものと考えられる。
 4.Ura及び3MeAdeを遊離する2つのDNAグリコシラーゼの性質を検討した。(D熱安定性を
 比べると,3MeAde-DNAグリコシラーゼの方が安定であった。また.正常細胞とXP細胞と
 の間に差異は認められなかった。〔li〕両活性ともかなり広いpH領域で活性を示すが,8～9
 のpHに最大活性を示した。(iiP二価金属イオンを要求しないが,Ca2+及びMg2+で多少影響
 を受けた。また,反応生成物のUra及び3MeAdeは阻害的に作用した。“V〕両活性とも約80%
 の活性は核中に認められた。
 5.アルカリ変性DNAを基質として抽出液を作用させると,Uraの遊離は未変性DNAを基質
 にした時に比べ4～5倍はやくなったが,3MeAdeの遊離はかなり抑えられた。
 6.再構成クロマチンに対して,ミクロコッカスのヌクレアーゼとDNAグリコシラ一世の作用
 を検討した。〔1)Ura-DNA及びMe-DNAはヌクレアーゼにより急速に加水分解され,ほぼ
 すべての放射能は酸可溶性になった。しかし,夫々の再構成クロマチンは,約半分まで分解さ
 れた。対照実験として,〔3H〕dThdラベルのクロマチン及び〔3H〕dThdラベルのDNAから
 再構成したクロマチンをヌクレアーゼ処理すると,約半分まで加水分解された。(m再構成ク
 ロマチンにDNAグリコシラーゼを作用すると,UraはDNAを基質とした時と同じ速度で且
 つ完全に遊離した。・一方,3MeAdeは,全3MeAde残基の約半分しか遊離せず,残り半分は
 クロマチン中に保持されたままであった。また,再構成クロマチンに対する作用も,正常細胞
 とXP細胞の間に差は認められなかった。
 7.2つのDNAグリコシラーゼ活性のレベルを,3種の正常細胞系と5種のXP細胞系で比較
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 した。個々の細胞系では多少活性に差が認められたが,正常群及びXP群として比べると同程
 度の比活性(Ura-DNAグリコシラーゼの方が3MeAde-DNAグリコシラ丁ゼより約500
 倍活性は強い)で両酵素活性は認められた。また,両活性は,細胞増殖とは無関係に一定レベ
 ルで存在するらしい。
 第4章考察
 ヒトのリンパ芽球様細胞の抽出液に,Ura-DNA及びMe-DNAから,夫々Ura及び3MeAde
 を塩基として遊離する酵素活性を見いだした。これらのUra-DNAグリコシラーゼ(Seklguchi
 らの報告に一致)と3MeAde-DNAグリコシラーゼ(高等生物では初めての報告)は,至適pH,
 金属イオンを必須としないこと及び核中に存在することなどの点で類似した性質を示すことから,
 生理的には同様の役割を果していると思われるが,熱安定性が異なる乙とから。夫々別の酵素に
 依るものと考えられる。また,Ura-DNAグリコシラーゼは,アルカリ変性により生ずる一
 本鎖DNAにより効率的に作用するのに反し,3MeAde-DNAグリコシラーゼの活性発現には,
 二本鎖DNAであることが要求されるらしい。この高次構造への酵素の特異性が,大腸菌で報告
 された2つの酵素の特異性と同じであったことは,これらの酵素がバクテリアとヒトの細胞で同
 じ役割を担うと考えられる。
 Ura-DNAグリコシラーゼの生理的役割は,dUMPがdTMPの代りにDNA巾に取り込まれ
 たり,DNA中のCytが脱アミノ化をうけUraになるとき,これらを除去することにあると考えら
 れている。3MeAde-DNAグリコシラーゼの役割は必ずしも明らかではないが,動物や培養細胞
 をアルキル化剤で処理したとき生ずるアルキル化塩基のうち,少なくとも3MeAdeはこの酵素に
 より除かれるのであろう。
 また,DNAの正常構成塩基のThy及びCyt,更に異常塩基であってもピリミジンダイマーや
 7MeGuaは,DNAグリコシラ一世活性によっては除去されなかった。
 再構成クロマチンのミクロコッカスのヌクレアーゼに対する感受性から,DNA中にUraある
 いはメチル化塩基が存在しても,ク白マチン構造を形成する障害にならないことが示された。ま
 た,このクロマチンから3MeAdeのうち約半分の残基しか遊離しないことは,クロマチン構造
 が3MeAde-DNAグリコシラーゼ作用の妨げになることを示している。これに対し,Ura∈DNA
 グリコシラーゼにはクロマチン構造は妨害にならず,真核生物でのUraの除去は非常に効率的に
 起っていると考えられる。
 また,2つのDNAグリコシラ一世に関して,調べた限りにおいて正常とXP細胞の問に,量
 的及び質的に差異は認められなかった。
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 第5章結論
 i.ヒトリンパ芽球様細胞抽出液に,DNAの異常構成塩基であるUra及び3MeAdeを,塩基とし
 て遊離するDNAグリコシラーゼを見いだした。
 2.正常構成塩基のThy及びCyt,更に異常塩基であっても7MeGua及びピリミジンダィマーは,
 塩基として遊離しない。・
 3.Ura及び3MeAdeを遊離する活性は.熱安定性が異なることから別の酵素に依るものと考え
 られる。
 4.両酵素は核中に存在し,金属イオンを要求せず,広いpH領域で作用する。
 5・Ura-DNAグリコシラーゼは,アルカリ変性DNAに効率的に作用し,.再構成クロマチンか
 らDNAからと同様にUraを遊離する。
 6.3MeAde-DNAグリコシラーゼは,アルカリ変性DNAに作用しにくく,再構成クロマチン
 からは約半分の3MeAde残基しか遊離せず,クロマチン構造が酵素作用の妨げになった。
 7、健康人及びXP患者由来のリンパ芽球様細胞に,両酵素活性は細胞増殖に関係なく同一レベ
 ルで存在し,その性質にも差異は認められなかった。
 一27一
 黙.
 論文審査の結果の要旨
 生体の遺伝を司るDNA分子は生体内で種々の原因による損傷にさらされている。正常な細胞
 はこれを修復して遺伝子の正常性を保つと考えられている。石渡喜一提出の論文は高等生物すな
 わちヒト由来リンパ芽球様細胞に異常塩基を加水分解除去する酵素DNAグリコシラーゼを見出
 し,その性質を検討したものである。
 正常な高等生物DNAには含まれないはずのウラシル又は3メチルアデニンを含むDNAに
 対し,ヒトリンパ芽球様細胞抽出液を作用させるとこれらの塩基の離脱,遊離が起る。石渡は従
 来報告されていたウラシルに加え,作用は弱いが3メチルアデニンも遊離することを見出した。
 両作用とも長鎖の核酸に対してのみ作用し,モノマーには働かない。又正常な塩基及びチミンダ
 イマーには作用しない。
 細胞抽出液のウラシルおよび3メチルアデニン遊離作用は加熱により失われるが,ウラシルに
 対する活性失活の方が速いので両者は別々の酵素の働きであろう。
 これらの両酵素は主として(80箔)細胞の核内に存在し,作用に際し金属イオンを必要としな
 い。又広いpH領域で作用する.
 さて高等生物細胞ではDNAは核内にクロマチンと呼ばれる複合体を作って存在する。クロマ
 チンの状態になると細菌のヌクレアーゼもDNAの約半分しか分解できない。しかしウラシル遊
 離酵素はこの状態でも同じように作用し,又DNAをアルカリ処理するとさらに作用が強まる。
 これに対し3メチルアデニン遊離作用はクロマチンの状態では約50%しか作用せず,又アルカIJ
 処理しても作用が弱まるので,遊離の二本鎖状のものに優先作用すると思われる。
 1968年紫外線照射に対し過敏性を示す遺伝病“色素性乾皮症"では紫外線によって生じる異常
 塩基が除去修復されないためにガン化するという説が出された。このような患者由来の細胞系に
 ついて上記ウラシル及び3メチルアデニン遊離酵素作用を調べ,正常人由来の細胞と比較したが,
 差異は認められなかった。従って病気の原因はこのような酵素以外に求めなければならない。
 以k石渡喜一提出の論文はヒトリンパ芽球様細胞抽出液中に初めて3メチルアデニンを除去す
 る酵素を見出し,ウラシル除去酵素と共にその性賓を明らかにすると共に,色素性乾皮症ではこ
 れらの酵素に異常がないことを明らかにしたものである。
 この論文は本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。よって石渡喜一提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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